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© Zur gentechnologischen Gewinnung von Proteinen wird 
In gramnegativen Wirtszellen ein Vektor eingefuhrt, der 
wenigstens ein das gewunschte Protein codierendes Gen 
enthSIt das Gen wird transkribiertund translation. Zurextral- 
zellulSren Gewinnung des Proteins wird dessen codierendes 
Gen in einen Vektor, der das IgA-Protease-Precursor-Gen aus 
Mikroorganismen der Gattung Neisseria so eingesetzt, daS 
das codierende Gen innerhalb der Sequenz des IgA-Protease- 
Precursor-Gens poshioniert ist Ein besonders dazu geeig- 
netes Plasmid ist das in E.coli DSM 3775 enthaltene Plasmid 
plP100. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gentechnologi- 
schen Gewinnung von Proteinen unter Verwendung gramnega- 
tiver Wirtszellen, in welche ein Vektor eingeftihrt 
wird, der wenigstens ein das gewiinschte Protein codie- 
rendes Gen enthalt, Transkription dieses Gens und 
Translation . 

Gentechnologische Verfahren zur Gewinnung von Proteinen 
sind seit langem bekannt. Vorzugsweise werden dazu 
Mikroorganismen verwendet , die leicht zu ziichten sind 
und die die Gewinnung des erzeugten Proteins in einfacher 
Weise gestatten. Ein vielverwendeter Mikroorganismus 
ist dabei der E.coli, der sich sehr leicht ztichten laBt 
und dessen Eigenschaf ten sehr gut bekannt sind. Nachteil 
dieser Mikroorganismengattung ist es, da8 sie als gram- 
negative Mikroorganismen die erzeugten Proteine bzw. 
Polypeptide oft nicht in die Umgebung. ausschleufien, 
sondern allenfalls in das Periplasma abgeben. Die 
Aufarbeitung ist daher muhsam und kann nur durch Zer- 
storung der Mikroorganismen erfolgen. 

Es werden zwar eine Vielzahl von Proteine in gramnega- 
tiven Bakterien sezerniert. Es zeigte sich jedoch, daB 
fur die Sekretion dabei spezifische bakterielle Proteine 
ftir den zweiten Translokationsschritt durch die SuBere 
Membran notwendig sind* Die Klonierung der entsprechenden 
Strukturgene ftihrte zu der Akkumulation dieser Proteine 
im Periplasma von E.coli. Derselbe Effekt wird auch f€tr 
die Haemophilus influenzae IgA-Protease beschrieben, 
die im naturlichen Wirt extrazelluiar sezerniert , aber 
wenn sie in E.coli kloniert wird, im Periplasma gefunden 
wird. Noch komplexer ist die Sekretion des E.coli-Haemolysim 
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Hier sind insgesamt 4 verschiedene Proteinkomponenten, 
die auf einem ein2igen Operori codiert sind, erf orderlich. 

Es war daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
Verfahren zur gentechnologischen Gewinnung von 
Proteinen unter Verwendung gramnegativer Wirtszellen so 
zu verbessern, daB das gewiinschte Protein nach seiner 
Bildung in der Wirtszelle aus der Zelle ausgeschleuBt 
wird und dann extrazellular aus dem Kulturmedium 
gewonnen werden kann. 

Diese Aufgabe wurde gelost durch ein Verfahren zur 
gentechnologischen Gewinnung von Proteinen unter 
Verwendung gramnegativer Wirtszellen, in welche ein 
Vektor eingefuhrt wird, der wenigstens ein das ge- 
wiinschte Protein codierendes Gen enthalt, Transkription 
dieses Gens und Translation, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB man zur extrazellularen Gewinnung des Proteins 
dessen codierendes Gen in einen Vektor, der das IgA- 
Protease-Precursor-Gen aus Mikroorganismen der Gattung 
Neisseria enthalt, derart einsetzt, daB das codierende 
Gen innerhalb der Sequenz des IgA-Protease-Precursor-Gens 
positioniert wird. 

Verschiedene pathogene Bakterienarten der Gattung 
Neisseria wie Neisseria gonorrhoeae und Neisseria 
meningitidis, die auf der menschliclien Schleimhaut 
wachsen, geben extrazellulSr Proteasen ab, die 
spezifisch sind fur menschliches IgA 1. Dieses 
Immunglobulin ist neben IgA 2 die Hauptkomponente 
der sekretorischen Immunitat, die gegen Infektionen 
mit solchen Pathogenen schutzen soli. Verwandte 
Bakterienarten, die nicht pathogen sind, produzie- 
ren keine IgA-Proteasen. 
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Das aus Neisseria gewonnene IgA-Protease-Gen zeigt 
Uberraschende Eigenschaf ten. Die gebildete IgA-Protease 
bzw. ihr Precursor kann aktiv sezerniert werden, nicht 
nur in dem natiir lichen Wirt, sondern auch in freraden, 
gramnegativen Wirtszellen, wie Enterobacteriaceae . Ein 
einziges Gen, das einen groBen Precursor codiert, 
geniigt fur Produktion und extrazellulare Sekretion von 
IgA-Protease auch in einer fremden Wirtszelle. Dieser 
Precursor, der mit einem Molekulargewicht von 170 kd 
annahernd 63 kd groBer ist als die fertige extrazellu- 
lare IgA-Protease, die nur ein Molekulargewicht von 
106 kd hat, wird beim Transport durch die Membran der 
gramnegativen Wirtszelle und durch Prozessierung auf- 
grund der autoproteolytischen AktivitSt des Enzyms in 
die fertige, aktive Form der IgA-Protease uberftihrt 
unter Abspaltung einiger Teile des Precursormolektils . 
Dieses Precursorprotein wird codiert von einem DNA-Frag- 
ment mit 5 Kb. 

Der Precursor bildet 3 funktionelle Domanen, ein gleich- 
maBiges aminoterminales Leaderpeptid , den tatsachlichen 
Proteaseanteil und einen relativ groBen carboxytermina- 
len Helperanteil. 

Das Leaderpeptid fiihrt den IgA-Proteaseiprecursor in den 
Periplasmaspalt und wird von dem Precursor durch eine 
Signalpeptidase der inneren Membran entfernt, Der 
Initialschritt beim Transport der IgA-Protease konnte 
deshalb einem regulSren Co- oder Posttranslationsweg 
gleichen, der durch die meisten der Periplasma- und 
AuBenmembranproteine befolgt wird. 

In einem zweiten Schritt wird der verbleibende Precursor- 
Komplex, der aus Protease- und Helper-Anteil besteht,in 
die SuBere Membran transportiert und extrazellulSr frei- 
gegeben. Der mechanistische Verlauf dieses Prozesses 
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kann mit der Helperfunktion des IgA-Protease-Precursor- 
Komplexes erklart . werden. Der aminoterminale Helper anteil 
ist stark polar, wogegen der carboxyterminale Anteil 
eher hydrophob ist und Merkmale zeigt, die typisch sind 
fur eine Membrananlagerung . Eine Erklarung, die aus 
diesen Beobachtungen resultiert, ist, daB der Helper 
eine Pore in der auBeren Membran bildet, wobei die 
hydrpphilen Teile in diese Pore ragen. Der tatsachliche 
Proteaseanteil, der immer noch mit dem Helper verbunden 
ist, wird dann durch diese Pore geschoben und nimmt 
extrazellular seine aktive Konf ormation an. Eine 
sequenzielle autoproteolytische Prozessierung 
entlaBt dann die fertige, aktive Form der IgA-Protea- 
se in die extrazellulare Umgebung. Die Energie, 
die fiir den aktiven Transport erforderlich ist, 
stammt von der autoproteolytischen Abspaltung des 
Helpers . 

Zur extrazellularen Gewinnung eines gewiinschten Pro- 
teins wird in an sich bekannter Weise dessen codieren- 
des Gen in einen Vektor, der das IgA-Proteasegen der 
Neisseria enthalt, eingesetzt. Die Sequenz dieses 
IgA-Proteasegens besteht, wie oben ausgefGhrt, aus 3 
HauptdoraSnen, dem Leaderanteil, der Sequenz, die fiir 
die IgA-Protease selbst codiert und dem Helperanteil. 
Es wurde nun Uberraschenderweise festgestellt, daB sich 
zwischen der die Protease codierenden Region und der 
Helperdomane bzw. innerhalb der Helperdomane drei 
natUrliche Spaltstellen befinden. Diese Spaltstellen, 
die in der in Figur 1 dargestellten Gensequenz mit a, b 
und c bezeichnet sind, werden von den folgenden Amino- 
sauren gebildet: 

Spaltstelle (a) : Pro-Ala-Pro-Ser-Pro 
Spaltstelle (b) : Pro-Pro-Ser-Pro 
Spaltstelle (c) : Pro-Arg-Pro-Pro-Ala-Pro. 
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Die codierende Sequenz fur das gewtinschte Protein kann 
nun in verschiedene Bereiche des IgA-Proteasegens 
eingesetzt werden. Eine Insertion in den Leaderanteil 
kommt nicht inbetracht, da dieser Anteil wShrend des 
Durchgangs durch die innere Membran abgespalten wird. 

Eine Variante des erf indungsgemaBen Verfahrens besteht 
nun darin, das fur das gewtinschte Protein codierende 
Gen in die IgA-Protease-Domane zu insertieren. An be- 
stimmten Stellen der Protease-Domane des IgA-Protease- 
Precursor-Gens ist dieser Einbau ohne Zerstorung der 
IgA-Proteaseaktivitat moglich. In diesera Fall wird 
der IgA-Proteaseprecursor exprimiert, wobei sich 
das gewtinschte Protein innerhalb des Proteaseanteils 
befindet. 

Die noch inaktive IgA-Protease, bzw. deren Precursor 
wird ausgeschleust in der oben beschriebenen Art und 
Weise. Das gewiinschte Protein liegt dann gebunden an 
die zumindest partiell noch aktive Protease vor. Die 
Trennung von der Protease erfolgt dann entweder durch 
Prozessierung der Protease, durch eine daftir geeignete 
Protease oder durch chemische Reaktionen. 

Das ftir das gewiinschte Protein codierende Gen kann auch 
so in die IgA-Protease-Domane insertiert werden , daB 
keine aktive IgA-Protease mehr gebildet Werden kann und 
somit IgA-Proteaseaktivitat nicht mehr vorhanden ist. 
In die- sera Fall besteht eine bevorzugte Ausfiihrungsfonu 
des erf indungsgemaBen Verfahrens darin, entweder in 
dasselbe Bakterium oder in ein anderes Bakterium, das 
gleichzeitig geztichtet wird, einen Vektor, der das 
gesamte IgA-Proteasegen tr^gt, einzuftihren. Die dann 
gleichzeitig mit dem gewiinschten Protein gebildete 
IgA-Protease kann das gewtinschte Protein von dem Helper 
und damit von der Membranwand abtrennen und damit die 
Gewinnung aus dem Kulturmedium ermSglichen* 
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In einar bevorzugten Aus ftthrungs form des erfindungs- 
gemafien Verfahrens wird die. Gensequenz , die d»6 
gewtlnschte Protein codiert, in einen Genabschnitt des 
IgA-Protease-Precursor-Gens eingefiigt, der zwischen den 
naturlichen Spaltstellen (a), (b) und/oder (c) liegt. 
In diesem Falle bleibt die Aktivitat der IgA-Protease 
erhalten und das gewtlnschte Protein wird nach Aus- 
schleusung durch die beiden Membranen bei der Prozes- 
sierung des Precursors durch die naturliche Abspaltung 
auch von der Protease abgetrennt und liegt frei int 
Kulturmedium vor, aus dem sie dann in bekannter Weise 
isoliert werden kann. 

Der Einbau in die Proteasedomane des IgA-Gens kann auch 
so erfolgen, daB Teile oder die gesamte igA-Proteasedo- 
mane zerstort werden. Durch ZerstBrung der IgA-Protease- 
aktivitat kommt es zwar zu einem Ausschleusen des ge- 
wUnschten Proteins durch die beiden Membranen des gram- 
negativen Bakterienstammes , da jedoch die Protease- 
aktivitat fehlt, die den an der Membran assoziierten 
Helper von dem Enzym trennt, bleibt das gewtinschte 
Protein an den Helper gebunden und damit an der Zell- 
wand assoziiert. Diese Aus fiihrungs form des erfindungs- 
gemafien Verfahrens ist besonders geeignet zur Herstel- 
lung von Lebendvakzine . Auf diese Weise kann beispiels- 
weise ein Oberf lachenantigen an die auBere Membran des 
gramnegativen Mikroorganismus gebunden werden und zur 
Erzeugung von Antikorpern verwendet werden. 

Zur erf indungsgemaBen Gewinnung der gewUnschten Proteine 
sind gramnegative Wirtszellen, insbesondere Mikroorganis- 
men der Familie Enterobacteriaceae sehr gut geeignet. 
Bevorzugt werden Mikroorganismen der Gattungen Escheri- 
chia und Salmonella eingesetzt. Eine Untersuchung mit 
den Stammen E. coli, Salmonella typhimurium und abge- 
schwSchten Salmonella typhii ergab, daB mit diesen 
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Wirtszellen spgar hohere Aktivitaten an IgA-Protease in 
den Uberstand abgegeben werden als bei N. gonorrhoeae, 
dem nattirlichen Wirt, Die Sekretion der IgA-Protease in 
all diesen gramnegativen Systemen beruht auf demselben 
Mechanismus, da das extrazellulare Enzym identisch ist 
und aus demselben Precursor prozessiert wird. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Gewinnung 
von Proteinen. Besonders bevorzugt werden mit Hilfe des 
erf indungsgemaBen Verfahrens biologisch oder therapeu- 
tisch aktive Proteine gewonnen. Eine weitere Anwendung 
des erf indungsgemaBen Verfahrens besteht darin, antigene 
Epitope zur Anwendung in gramnegativen bakteriellen 
Lebendimpf stof f en auszuschleusen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren wird besonders bevorzugt 
durchgefuhrt mit E.coli DSM 3775 als Wirtszelle, der 
das Plasmid pIP 100 enthalt. Das Plasmid pIPlOO leitet 
sich ab von dem Plasmid pBR 3 22 und tragt die gesamte 
Gensequenz des IgA-Protease-Precursors . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht es, in einfa- 
cher Weise Proteine zu gewinnen. Die Proteine konnen 
aus dem Kulturmedium gewonnen werden, obwohl als Wirts- 
zellen gramnegative Bakterien verwendet werden, die 
leicht zu ztichten sind. 

Das erf indungsgemaB verwendete fttr den IgA-Protease-Pre- 
cursor codierende DNA-Fragment hat eine Gesaratsequenz 
von 4899 Basenpaaren, die einen einzigen zusaramenhSngen- 
den offenen Ableserahmen von 4602 Basenpaaren LSnge 
bilden. Die Gensequenz ist der Figur 1 zu entnehmen. 
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Das ATG-Startkodon, das das dritte Kodon des offenen 
Leserahmens ist und eine Sequenz, die der Shine-Dalgarno- 
Konsensussequenz ahnlich ist, zeigt eine Translationsinitia 
tionsstelle an Position 104. Die Translation endet mit 
einem TAA-ochre-Stopkodon bei Position 4700. Eine 
AT-reiche Region vor denr Translationsinitiationssignal 
zeigt typische Merkmale eines Promotors und dirigiert 
die Transkription des igA-Proteasegens . Eine Palindrom- 
sequenz, die dem Translationsstopkodon folgt, kann als 
Transkript ions terminator dienen. 

Eine prazise Auswertung der Nukleotidsequenzdaten ergab 
eine Gesamtheit von 1532 Aminosauren fur den IgA-Proteas- 
eprecursor, was ein Protein mit 169 kd ergibt (Figur 
1) . Die vollstandige Precursorsequenz enthalt nur zwei 
Cysteinreste, die in einem Abstand von 11 Aminosauren 
gefunden wurden. Dies ist interessant, da die Abwesen- 
heit von Cystein charakteristisch ist fttr viele sekre- 
torische Proteine. Das Hydrophilieprof il ergibt ein 
sehr regelmaBiges abwechselndes Muster mit einigen 
herausragenden Merkmalen: ein kurzes hydrophobes Seg- 
ment am aminoterminalen Ende bildet ein typisch sekre- 
torisches Signalpeptid, das 4 positive aminoterminale 
Ladungen und eine zentrale hydrophobe Region zeigt. Die 
Spaltstelle dieses als Leaderpeptids bezeichneten 
Segmentes bef indet sich zwischen 2 Alaninresten an den 
Positionen -1 und +1 (Figur 1) . Die auf f allendsten 
Merkmale der Primarstruktur des Precursors sind jedoch 
zwei hervorragende hydrophile Regionen rechts von der 
Zentralregion des Precursors und eine kurze an ihrem 
Carboxyende,. 

Der Teil, der der fertigen extrazellulSren IgA-Protease 
entspricht, bef indet sich im AnschluB an das Leaderpeptid 
im aminoterminalen Bereich des Precursormolekiils . 
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Die Grenzregion zwischen Protease und Helper enthalt 
verschiedene prolinreiche Bereiche, die auffallende 
Sequenziibereinstimmungen mit der Spaltstelle der IgA- 
Protease aus N. gonorrhoeae bei humanem IgA 1 zeigen. 
Figur 3 zeigt die Aminosauresequenzen dieser Stellen, 
die mit a, b und c bezeichnet werden (Figur I) . Diese 
Stellen sind die autoproteolytischen Angrif f spunkte der 
IgA-Protease. Um dies zu bestatigen, wurde die Spaltung 
mit dem Enzym in Trans untersucht. Zu diesem Zweck 
wurden MS2/IgA-Proteasefusionsproteine, in praparativen 
Mengen auf Gel isoliert und mit geringen Mengen gereinig- 
ter IgA-Protease inkubiert. Die Inkubation verschiedener 
IgA-Proteasefusionen mit aktivem Enzym fiihrte tatsach- 
lich zu spezifischen Abbauprodukten. Das in Figur 2 
gezeigte Fusionsprotein fp 180, wurde in zwei Hauptpro- 
dukte mit 120 kd und 60 kd und zwei kleinere Produkte 
von 45 kd und 15 kd gespalten. Kontrollinkubationen 
sind negativ, wie es ftir eine spezifische Reaktion mit 
IgA-Protease erwartet wird. Unter Verwendung eines 
monoklonalen Antikorpers, der gegen die fertige Protease 
gerichtet ist f reagiert die 120 kd-Bande im Immunoblot. 
Antiserum r das gegen das fp 42 Fusionsprotein (Figur 2) 
gerichtet ist f ergibt eine Kreuzreaktion mit den 60 kd 
und 45 kd Produkten und ebenso mit dem 15 kd Produkt. 
Die Kreuzreaktion mit dem 120 kd Produkt beruht auf dem 
MS2 Polymeraseanteil in den Fusionsproteinen. Diese 
Daten bestatigen, daB die Stellen (a) und/oder (b) 
tatsachlich die Angrif f spunkte der IgA-Prote*ase sind. 
Die 45 kd und 15 kd Produkte ergeben sich wahrschein- 
lich durch teilweise Verdauung an der Stelle (c) (Fi- 
gur 2) . Neben diesen Stellen werden of f ensichtlich 
keine anderen Regionen in den Fusionsproteinen als 
Angrif f spunkte von der IgA-Protease akzeptiert^ 
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Detailliertere Inf ormationen tiber die internen Precur- 
sorangrif fspunkte warden durch eine aminoterminale Se- 
quenzanalyse des 60 kd Spaltproduktes erhalten (Figur 3) . 
Dieses Proteinf ragment erschien als eine diffuse Bande 
in dem Acrylamidgel und nach der Genkarte stellt sie 
den carboxyterminalen Teil des Precursors dar (Figur 1) . 
Die Analyse ergab unzweideutige Daten fur die Sequenzie- 
rungsschritte 1, 2, 4, 5, 7 und 9 bis 13. Fur alle 
anderen Schritte bis zur Position 8 ergab die Sequenzana- 
lyse Signale von zwei Aminos auren. Jeweils eine dieser 
beideh Aminqsauren an jeder Position fiel zusammen mit 
der Sequenz an der Stelle (a) bzw. der Stelle (b) (Fi- 
gur 3). Die Positionen 9 bis 13 fallen zusammen .mit der 
aminoterminalen Sequenz der Stelle (b) . Die Heterogeni- 
tat der Proteinsequenz bestatigt daher die Verwendung 
von zwei Stellen (a) und (b) als Angrif fspunkte fur die 
I gA- Protease . 

Die Beobachtung, daB die fertige IgA-Protease, die aus 
Kulturtiberstanden von N. gonorrhoeae hergestellt wurde, 
ein heterogenes Protein 1st, das eine 106/109 kd Doppel- 
bande in Acrylamidgel bildet, kann erklart werden durch 
heterogene Carboxytermini der fertigen IgA-Protease 
entsprechend entweder der Stelle (a) oder der Stelle 
(b) . Das 3 kd Peptidsegment , das die Distanz zwischen 
den Stellen (a) und (b) tiberbruckt, durfte verant- 
wortlich sein ftir die Differenz in den Molekularge- 
wichten der beiden Formen. 

In den rohen Kulturuberstanden kann eine zusatzliche 
Bande von 121 kd gezeigt werden, die auch zur IgA-Pro- 
tease gehSren. Diese Bande kreuzreagiert nicht nur mit 
Antiproteaseserum, sondern auch mit Antiserum gegen das 
Fusionsprotein fp 42, was zeigt, daB das 121 kd Protein 
einen abgegrenzten Teil des Helpers tragt. 
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GemSfi seiner GrSBe befindet sich das Carboxyende des 
Zwischenprodukts exakt an der Position (c) (Figur 1) , 
einem der internen Angriff spunk te des IgA-Protease- 
precursors . 

Es wurden die relativen Mengen der 3 Formen der extrazel- 
lularen IgA-Protease in einer wachsenden E . coli-Kultur 
bestinunt. Die Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, 
daB in der friihen Wachstumsphase das 121 kd Zwischen- 
produkt uberwiegt. Wenn sich das Enzym ansammelt wahrend 
der Zeit des Wachstums , uberwiegt das 109 kd Zwischenpro- 
dukt und schlieBlich kann die fertige 106 kd Form von 
IgA-Protease klar nachgewiesen werden. Dies deutet auf 
eine langsame Umwandlung des hochmolekulargewichtigen 
Zwischenproduktes in das fertige Enzym. Damit stimmt 
die Beobachtung tiberein r daB das Zwischenprodukt mit 
109 kd Molekulargewicht, das noch als Hauptf raktion in 
einigen IgA-Proteasepraparationen enthalten ist f lang- 
sam in die niedrigmolekulargewichtige Form ungewandelt 
wird nach langerer Lagerung. 

Diese Experimente zeigen, daB zumindest der polare Teil 
des Helpers extrazellular sezerniert wird zusainmen mit 
der IgA-Protease selbst. Durch Immunoblotting konnte 
gezeigt werden, daB der kleine 12 kd Anteil des Helpers, 
der sich zwischen den internen Spaltstellen (b) und (c) 
befindet , tatsSchlich in die extrazellulMre Umgebung 
zusammen mit der IgA-Protease freigegeben wird. Es wird 
geschlossen, daB die polaren Eigenschaf ten dieser 
Region besonders wichtig fiir die extrazellulMre Sekre- 
tion der IgA-Protease sind. 

Es wird angenommen r daB die PathogenitSt der Mikro- 
organismen der Gattung Neisseriea eventuell auf die 
Bildung der IgA-Protease zuriickzuftihren ist. Eine 
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MSglichkeit zur Bekampfung der von diesen Mikroorga- 
nismen verursachten, schweren Krankheiten besteht daher 
darin, die Spaltstellen des IgA-Protease-Precursors zu 
blockieren, so daB der Precursor nicht mehr gespalten 
werden kann, d.h. seine eigenen Spaltstellen nicht mehr 
erkennt und damit das aktive Enzym; das fur die schad- 
lichen Wirkungen verantwortlich gemacht wird, nicht 
entstehen kann. 

Bevorzugt werden zur Blockierung der Spaltstellen des 
Precursors spezifisch mi.t den die Spaltstellen (a) , (b) 
und/oder (c) bildenden Aminosauresequenzen bindefahige 
Substanzen, insbesondere gegen diese Aminosauresequenzen 
gerichtete AntikSrper, verwendet. 

Eine weitere MSglichkeit besteht darin, die Schnittstel- 
len der IgA-Protease durch Zugabe von Peptidanaloga zu 
blockieren, die eine im Hinblick auf die Sequenz der 
Schnittstelle leicht modifizierte Aminos Sure sequenz 
haben, so daB sie sich zwar an die Schnittstellen 
anlagern, aber nicht geschnitten werden konnen und 
somit an der Schnittstelle haften bleiben. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit der Zeichnung erlautert. 

In der Zeichnung stellen dar: 

Fiqur i zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenzen 
der IgA-Protease von N. gonorrhoeae Stamm MS11. Die 
Aminosauresequenz, die von dem offenen Leserahmen 
abgeleitet wurde, umfaBt einen Precursor der IgA-Pro- 
tease. Die Nukleotidsequenz resultiert aus der Summe 
der Daten, die sich aus der Analyse uberlappender 
Segmente des klonierten DNA-Fragments in pIPlOO ergab. 
Zur Anwendung kamen hierbei Techniken nach Maxam und 
Gilbert, sowie nach Sanger et al. 
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Figur 2 zeigt besondere Eigenschaf ten der Nukleotid- 
und Aminosauresequenzen. Die Signale ftir den Start de^r 
Transkription (-43,-35 und -10) und Translation (SD) 
des IgA-Proteasegens sind durch dicke Striche gekenn- 
zeichnet. Ein Palindrom, das an der Termination der 
Transkription beteiligt ist, ist mit dicken Pfeilen 
unterlegt. Die aminoterminale Signalsequenz der IgA- 
Protease ist eingerahmt. Das Aminoende der reifen 
IgA-Protease wurde durch Proteinsequenzierung analy- 
siert. Die Stellen (a), (b) und (c) zeigen die internen 
Spaltstellen der IgA-Protease (siehe auch Fig. 3 und 
6), Die gespaltenen Peptidbindungen (gekennzeichnet 
durch Pfeile) wurden durch Proteinsequenzierung be- 
stimmt und die Ubereinstimmung dieser Daten mit der 
abgeleiteten Aminosauresequenz ist durch Sternchen 
gekennzeichnet. Die zwei einzigen Cysteinreste des 
ganzen Precursors sind eingerahmt. 

Figur 3 zeigt die physikalischen Eigenschaf ten der 
IgA-Protease und ihres Gens. A, Restriktionskarte des 
pIPlOO Einschubs, das die Synthese und die Sekretion 
von Gonococcen IgA-Protease in E.coli bewirkt. B, 
Fusionsproteine des IgA-Proteaseprecursors hergestellt 
mit dem pEX Expressionssystem. Die dick ausgezogenen 
Linien zeigen den aminoterminalen MS 2 Polymerasecar- 
rier des Expr es s ions sys terns , die offene Linie bezieht 
sich auf die entsprechenden Teile des Precursors., der 
in den Fusionsproteinen enthalten ist. Die Grenze 
zwischen Carrier und Precursoranteil entspricht der 
Stelle in dem IgA-Proteasegen, an der der Expressions- 
vektor angekoppelt wurde. C f lineare Karte des Precur- 
sors. Die gestrichelte Sektion bezieht sich auf das 
Leaderpeptid, die offene Sektion auf die ProteasedomMne 
und der gekreuzte Anteil auf die HelperdomSne. Pfeile 
zeigen die internen IgA-Proteaseschnittstellen (a, b 
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und c) . (SH) bezieht sich auf die Position der zwei 
einzigen Cysteine in dem Precursor und (x) zeigt die 
Stelle eines hypothetischen Translokationssignals der 
SuSeren Membran. D, Hydropathyblct der PrimSrstruktur 
des Precursors* 

Figur 4 zeigt die Angrif f spunkte ftir IgA-Protease und 
Proteinsequenzanalyse . A, AminosSuresequenz der IgA-Pro- 
teasespaltstelle in menschlichem IgA 1 und Sequenz der 
Angrif fspunkte in dem IgA-Proteaseprecursor (vergleiche 
Figuren 1 und 2) . B, aminoterminale Sequenzanalyse des 
60 kd Froduktes, das bei der Spaltung des Fusionsproteins 
fp 180 mit gereinigter IgA-Protease entsteht. Quan- 
titative Auswertung der Sequenzierungsdaten ergeben, 
daB 80 % des Produktes aus der Spaltung an der Schnitt- 
stelle (b) und nur 20 % von der Spaltung an der Stelle 
(a) resultieren. 

Figur 5 zeigt die Herstellung eines Vektors zur Uberpro- 
duktion von IgA-Protease. Hierzu wurde das vollstandige 
Gen des IgA-Proteaseprecursors unter die Kontrolle des 
pEX-Expressionssystems gestellt. Das Plasmid pEXlOOO 
ftthrt zur intrazellulSren Bildung eines MS 2 -Polymerase/ 
IgA-Proteaseprecursor-Hybridproteins. Im Verlauf des 
extrazellulSren Transports kommt es zur Spaltung dieses 
Fusionsproteins und der Freigabe der IgA-Protease und 
des ec -Proteins in den Kulturtiberstand. 

Figur 6 zeigt den Austausch der Expressionssignale 
sowie der IgA-Proteasedomane in einem System zur Sekre- 
tion von Protein aus gramnegativen Bakterien. L iga , 

und h 1 ? 3 bezeichnen die Domanen des IgA-Protease- 
precursors, P. kennzeichnet den ursprtinglichen Promo- 
ter des IgA-Proteasegens, der im konstruierten Hybrid- 
protein gegen den Promoter (P a ) des Antigens A ausge- 
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tauscht wurde. L a bezeichnet das Leaderpeptid des 
Antigens A, das flir den Transport durch die innere 
Membran benStigt wird. 

Figur 7 vergleicht teilweise sequenzierte IgA-Protease- 
genabschnitte der Gonokokkenstamme R16 (Typ 1) , 514 
(Typ 2) und 74 (Typ 1) mit den entsprechenden Genab- 
schnitten im IgA-Proteasegen des Gonokokkenst amines 
MS11. Die verglichenen Sequenzabschnitte umfassen die 
Nukleotidpositionen 1079-2140, 2410-2571 und 3011-3172. 
In der Abbildung sind davon jene Bereiche dargestellt, 
die auch Substitutionen von Nukleotiden aufweisen. Die 
Nukleotidpositionen sind in Figur 1 festgelegt. Insge- 
samt wurden zwischen 3 % bis 6 % Sequenzunterschiede 
zwischen den einzelnen Proteasegenen in den sequenzier- 
ten Genabschnitten nachgewiesen. 

Bei spiel 1 

Uberproduktion von IgA-Protease und Optimierung des 
Transports in den Kulturuber stand. 

Mit der Hilfe synthetischer Oligonukleotide wurde das 
vollstandige Gen des IgA-Protease-Vorlauf ers mit dem 
MS2-Polymerasegen im pEX-Expressionssystem fusioniert 
(siehe Figur 5) . Das resultierende Plasmfd pEXlOOO 
ftihrt im Cytoplasma der Wirtszellen zur Expression 
eines groBen Hybridproteins bestehend aus den aminoter- 
minalen 99 Aminosauren der MS2-Polymerase, verbunden 
mit der gesamten AminosSuref olge des IgA-Protease-Vor- 
lauf ers. Dieses Fusionsprotein wird im Verlaufe der 
Sekretion proteolytisch gespalten und ftihrt zur Freiga- 
be der IgA-Protease sowie der Intermediate in den 
Kulturuberstand. Durch Deletion weniger Aminosauren im 
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sekretierten Segment des Heifers konnte sowohl die 
Effizienz als auch die QualitSt der IgA-Proteasesekre- 
tion erheblich gesteigert werden (siehe Tabelle 1) • 

Tabelle 1 vergleicht die Iga-Protease-Sekretion verschie- 
dener Bakterienarten sowie die ' Auswirkungen von finderun— 
gen der Expressionssignale sowie von Modif ikationen im 
Gen der IgA-Protease . Die Proteinmengen wurden in 
SDS-Polyacrylamidgelen und Westernblot-Analysen bestimmt. 

Tabelle 1: 



N. gonorrhoeae MS11 


eingefiigte . .. 
•Aminosauren 


entf ernte 
^minosMu- 
ren 


Wirksamkeit 
der Sekretion 

0.05 mg/1 


plflOO (E-ooll) 






• 0.05 


pll'lOO (S.lyphl, *l-y21u) 






2.0 


pEXXOOO 






0.5 


pEX1000.A51 


Arg-Aan-Ser- Gly( 772 ) 




0.5 


pEX1000.R9 


Ser-Oly- lie-Pro < 845 ) . 




0.5 


pEX1000.A36 


Ala-Qly-Ile-Fro < 1077 > 




0.2 


pEX1090 




loeo.ioai 


0.5 


pEXlOBO 




10BQ-10B3 


0.7 


pEX1070 




1080-1084 


2.0 


pEX 1072 




1065-1084 


2.0 


pEX1073 




1048-1084 • 


2.0 
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Beispiel 2 

Einbau von Oligopeptide!! in den IgA-Protease-VorlMuf er 
und Transport in den Kulturuber stand. 

Unter Verwendung gentechnologischer Methoden wurde in 
das Gen der IgA-Protease an drei Stellen ein syntheti- 
scher DNA-Doppelstrang der Lange 12 bp eingebaut. Dies 
entspricht nach Translation des Proteins einer Inser- 
tion von je vier zusatzlichen Aminosauren. Alle drei 
Insertionen (siehe Tabelle 1) zeigen keinen EinfluB auf 
den Transport und die enzymatische Aktivitat der IgA- 
Protease. Flir die Plasmide pEX1000.A51, -.R9 und -.A36 
(siehe Figur 5 und Tabelle 1) wurde in SDS-Polyacryl- 
amidgelen und mit der Immunoblott-Technik gezeigt, daB 
im Uberstand der Bakterien die gleichen Intermediate 
und der gleiche Endzustand der IgA-Protease auftreten 
wie im ursprtinglichen Klon pIPlOO. Das insertierte 
Oligopeptid in pEX1000.A36 befindet sich zwischen den 
Schnittstellen (b) und (c) und wird somit nach Autopro- 
teolyse in Verbund mit dem 12 kd Spaltprodukt loslich 
ins Medium abgegeben. 



Beispiel 3 



Substitution von Expressions-Signalen und der Protease- 
Domane 

Die carboxyterminale , 60 kd groBe Helfer-Domane des 
IgA-Protease-Vorlauf erproteins ist fur den Transport 
der Protease-Domane iiber die auflere Membran notwendig. 
Urn die fundamentale Bedeutung des Heifers bei der 
Proteinsekretion zu bekr&ftigen, wurden mit gentech- 
nologischen Methoden groBe Teile der Protease-Domane 
V 2 "* 3 *, den Promotor P. und die Signalsequenz L lga 
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subBtitui-ert. Der Austausch erfolgte gegen ein Frag- 
ment, welches seinerseits die Signale fur (i) Genexpres- 
sion, P & fUr (ii) den Proteintransport ilber die innere 
bakterielle Membran, die Signalsequenz L a enthielt. Das' 
Fragment lieferte zudem eine Sequenz (iii) , die fUr ein- 
Antigen A a kodierte. Translationale Fusionen mit der 
Helfersequenz H iga erlaubten es, eine Helfer-spezifi- 
sche Proteinbande von ungefShr 36 kd in KulturuberstSn- 
den rekombinanter E.coli-Zellen nachzuweisen. Dazu 
wurde ein monoklonaler Antikorper verwendet. Bisher 
gelang es nicht, ein vollstandiges Fusionsprotein der 
erwarteten GrOBe nachzuweisen. Allerdings gelang der 
Nachweis eines 45 kd Helf er-spezif ischen Proteins in 
Ganz-Zell-Lysaten rekombinanter Klone, nicht jedoch in 
deren KulturttberstSnden. Aus dieser Beobachtung wird 
geschlossen, daB das 36 kd groBe, Helfer-spezifische 
Protein ein Degradationsprodukt der 45 kd Helferbande 
ist. Die beschriebene Degradation wurde bisher nur in 
rekombinanten E.coli-Zellen beobachtet, nicht jedoch im 
nattirlichen Wirt. 
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Patentansprtiche 

Verfahren zur gentechnologischen Gewinnung von 
Proteinen unter Verwendung gramnegativer Wirtszel- 
len, in welche ein Vektor eingeftthrt wird, der 
wenigstens ein das gewlinschte Protein codierendes 
Gen enthSlt, Transkription dieses Gens und Transla- 
tion, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man zur extrazellulftren Gewinnung des Proteins 
dessen codierendes Gen in einen Vektor/ der das 
IgA-Protease-Precursor-Gen aus Mikroorganismeh der 
Gattung Neisseria enthfilt, derart einsetzt, daB 
das codierende Gen innerhalb der Seguenz des 
IgA-Protease-Precursor-Gens positioniert wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man das codierende Gen so einftigt, daB das fUr 
die IgA-Protease codierende Gensegment nicht 
zerstSrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man das codierende Gen an einerStelle des 
IgA-Protease-Precursor-Gens einftigt, die zwischen 
den nattirlichen Spaltstellen des IgA-Protease- 
Precursorproteins liegt. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man das codierende Gen in das ftir die IgA-Prote- 
ase codierende Gensegm nt einftihrt. 
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Verf ahren nach Anspruch 4 , 

dadurch gekennzeichnet f 
daB man zusatzlich in dieselbe Wirtszelle oder in • 
eine weitere Wirtszelle, die gleichzeitig geziichtet 
wird, einen Vektor einfiihrt, der die IgA-Protease 
codiert . 

Verf ahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Freisetzung des an der Membran haften- 
den Proteins durch Zugabe einer spezifischen 
Protease, insbesondere IgA-Protease oder durch 
chemische Mittel bewirkt. 

Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB als Wirtszelle ein Mikroorganismus der Familie 
Enterobacteriaceae verwendet wird. 

Plasmid pIPlOO enthalten in E.coli, DSM 3775 



E.coli DSM 3775 



FIG. 1 



75 



MKAKRFKXNAXS LS X F 

TCTIC<XH^VIGCCCITA^^ 

LAYALTPYSEAALVRDDVDYQXFRD 

FAENKGKFFVGATDLSVKNKRGQNX 
CGGCAACK^ITAICC^ 

GNALiS NVPHI DFSVADVNKRIATVV 
CGArCCCCAATATC03?IC^ 

DPQYAVSVKHAKAEVHTFYYGQYNG 

HNDVADKENEYRVVEQNNYEPHKAW 
GGOTCK^GCAATmG^ 

GASNLGRLEDYNMARFNKFVTEVAP 
GATOK^CXA^CTGMGCCGGC^ 

IAPTDAGGGLDTYKDKNRFS SFVRX 
CSC7?GC3GGCAGGCAAX^^ 

GAGRQLVYEKGVYHQEGNEKGY DLR 

a^icrriCACAAGcc^^ 

DLSQAYRYAIAGTFYKDXNIDQTMN 

TEGLIGFGNHNKQYSAEELKQALSQ 
AGATCCGTIAACAAATI^^ 

D ALT NYGVIiGDSGSPLFAFDK QKNQ 

HVFLGTYDYWAGYGKKSWQEWNXYK 
AAAAG^AITrcCAGAIAAAAT^^ 

KEFADKIKQHDNAGTVKGNGEHH WK 
AACCA0CXXnACAAACAGCCA2^^ 

TTGTNSHIGSTAVRIiANNEGDANNG 

AGAA^Tgrr^ccmt^^ 

QNVTFEDNGTIiVLNQN XNQGAGGXjF 
FKGDYTVKGANNDITWIiGAGIDVAD 

GKKVVWQVKNPNGDRIiAKXGKGTLE 
AAT^OGGCACAGGOGITAA^ 

IN 
TCCCGA< 

A DKKVQAFS QVG IVSGRGTLVLNS S 

lTGGCAAIGACITCAC 
FRGGRIiDAKGN D L T 
TTIT^CACASCOGCAA^^ 

FEHIRNVDEGAR I V NHNTDHASTIT 
ACrftAa3GGTW^ATCTITAA3^ 

LTGKS III TNPN S Ii SVHS IQNDY DE D 

DYSYYYRPRRPIPQGKDIiYYKNYRY 
TI^CGCCCrAAAATCOGGOCKX^ 

YALKSGGRIiNAPMPEKGVAENNDWI 
(HITATCGGATATAOGCAGGAGG^^ 

FMGYTQEEARKNAMNHKNNRRIGDF 
TCGOGGTITCTIT^OGAAGAAAAO^ 

GGFFDEENGKGHNGALNIiNFKGKSA 
GC^AAACOGTITXn?rGTlMCAGG^ 

QKRFLIiTGGANliNGKISVTQGNVLI, 
ATCLnGGTOCTICCAACACCACAC^^ 

SGRPTPHARDFVNKSSARKD AHFSK 
AAAC^AIGAAGIOJISOTTCAA^ 

NMEVVFE DDWX NRTFKAAEIAVN Q S 

ASFSSGRNVS DITANITATDNAKVN 
TITGGGITACAAAAAOCX30GMGA« 

LGYKNGDEVCVRSDYTGYVTCNTGN 




150 
225 
300 
375 
450 
525 
600 
675 
750 
825 
900 
975 
1050 
1125 
1200 
1275 
1350 
1425 
1500 
1575 
1650 
1725 
1800 
1875 
1950 
2025 
2100 
2175 
2250 
2325 
2400 
2475 
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cr ]? :i i 0GA 3 s ^^ 2550 

X™*™™^*^ 2625 

C ^ C ^ rc ° 3C ^ 2775 

T^C^C^a^^ 2350 

"^F^Z*^^ 2925 

"^^L 1 ^ 3000 

O^CO^O^^ 3075 

CAOKCrrciX^AGCA^^ 3150 

T A S QAQKATQTDGAOIAKPOWT \t\tZ 

A^KCTAGCOTC^AM^^^ 3225 

GC S M f £ ? M $^ 3300 
9 AAEAEKVARQKDEEAKRKAAE T k » 

^K****^ 3375 

G1 £ 3G £ W ^ ? ^^ 3450 

A^C^CCrCCICO^^^ 3525 

^ATIXMCTC^^ 3600 

GG £ M ?^^ 3675 

^f* 3 "/" 3 "*^^^ 3750 

^SSDEDASESVSTSDKHPODNTTt 

AaTOKSAW^ 3825 
ijttEKVETAGLQPRAAQPRTOAAiftA 

° 3 g rc f G 5 a ^ 3900 

,^ lv & JLNTNSAIjS damas tqs illdt 

AGCTC^CITAACAOGa^^^ 3975 
_. 9 A Y LTRHIAQXSRADAEKNSVWMSW 

^COOTMGGOOGIGAT^^ 4050 
Y G R D Y A S A Q Y R R F S S KRTOT O T a 

C *T C $T¥T^ 4i25 

TC Q 3G A S G°^ 4200 

CG ^ C ^^^ 4 -> 7q 
AGDIGAGSLRSRLQTQQKANFNR TS 

IQTGIiTI.GNTLKINQFEIVPSAG I R 

Y S R L S S A D Y K L G DDSVKVSSMA V IS T? 
ACTAAOGGa33GACTCC^Tip3C^^ 

liT AGIiDFAYRFKVGNLTVKPIiLS AA 

YFANYGKGGVNVGGKSFA Y KADN O O 75 

QYSAGVALLYRNVTLN VKGS I TKG^ 4650 

QIiEKQKSGQIKIQIRF «^A-rt«AAXA 4725 

4875 

;xrxxnriaMoaxxx3GAcx^A 4899 
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Figur 4 

Schnittstellen ftlr IgA-Protease t 

IgAl Antikttrper: 

Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro 

IgA-Protease (a) : 

Gly-Arg-Pro-Val-Lys-Pro-Ala-Pro-Ser-Pro-Ala-Ala- 
Asn-Thr-Ala-Ser-Gln-Ala-Gln-Lys-Ala 

IgA-Protease (b) : 

Glu-Asn-Ile-Val-Val-Ala-Pro-Pro-Ser-Pro-Glu-Ala- 
Asn-Gln-Ala-Glu-Glu-Ala-Leu-Arg-Gln 

IgA-Protease (c) : 

Glu-Glu-Leu-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro-Ala-Pro-Val-Phe- 
Ser-Leu-Asp-Asp-Tyr-Asp-Ala-Lys-Asp 



NH 2 terminale Sequenz des 60 kd Spaltproduktes : 

Ala Thr Ser 

Spaltung bei (a) s Ser _ Pro ^ Ala-Asn^ ^Ala^ ^ Ala 

Spaltung bei (b) \ Gln S \ Gln^ X Gln-Gln ^Leu-Arg-G 
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Figur 5 



I fi A Protease Overproducer 




pEXlOOO a 




MS2-Pol/IgA Wotease-Precursor Hybrid, 
Expressionvon MS<2 f°V b / 

▼ ' / \ 

Pol 1 j^ffiW^ 




Secretion 1*A Protease 

f 



& o<-Pe" 
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Figur 6 



Substitution der Expression ssigna) e und Protease- Domains- 




Mtn i CACCAf AACGCCQGCACCOT CAAA tO/V*1102 

mni) *o»aoivk 0254090 

*H I ••••• 

i<rr+ » 

MA 4-0 

<trpt S) i 

y* t -a a 

<trp» t) * t 

KSlt I 1«U^ASACCACO---C6UCAAACAfiCCAlATCCQtTCGACA£.CCCTAA0CCTIflCCAACAATCAA60ACATOCGAACAACC0ACAA*ATCTTACCTTT6AACACAACDOCACTITCCTATTCAA!CAA niO»114« 
UKlT-CTNIMl<lJTAVHl.AI(HtODAMN6d»VlFtD»*CTLVl»» 

«t« » r C 

D 

514 I C-TT*-11Cl*-C*< A.0--7*-C'»T «G A'C A 0-«" & 

« i s n eft o 

TA i C-M'-TUr-C A-6*M**€*-T*--' OC A'C A 0 0 

N I * H G ft 0 



Hill 1 AAGCTCCCCCACCCTACCGTTATTCTGAAf CAAAAACCCCATCCC0ACAAAAAA6TTCAC0CT T ? Ct CCCAACTCCQCAT TCTCAQC06ACCA6CTACAT TBGTAT TA* ATAfiT T CAAAl CACAT TAAICCC6A I AAlCTATAT 
<V00aTVIL)|«tA0A6lCKVQAriDV6rVI«RQriVlMtSHQlNPDNLf 



•TCA"«.0C'GA1'CAAAC'fi-- 
IX P I 0 T I 



*'* < C»*CC*CATCC.6ACA CTCC **Q GC-G' • -C-Ofl-C 

H P M * T * » t> 



7 * 1 **A " »»-C*-6C*CAT0C-fl*CA CTCC Q .- GC- D » • C» • • C'OO-C 

H > M P T | PC 



KI 1 1 i CACCACCCCTCCACAATCACACTAACGGGTAAATCTT7AATTACCAATCCGAACACCCTTTCGGlACATACCATACAAAATCACTAT6AT6AAGA?QAT7ATAGTtA1TATTACCO*CCAAi:\rtOA 
p»lA$TJTLTCKfLllN^II*LtVHI10«Bf&ID»t*Ttir*flt 

K14 I • 0'**i"A C 

M 

*H I • C A 

N 



7< i 



*t11 1 ACGCTGAACGCACCGAtCCCCCACAACGGlGTAGCAQAAAAIAACGACTGGATCI 1 1 ATCCCATAT ACGCAGCACCAQOCCA6GAAAAACGCGATGAACCACA1AAACAATC6Q 1tta-«tl 
tLNArNPettQVAeNMOWlFMQYTOCEAftCltAMMH^yXI 

*H I --IOT A ACA-A-0 T • *A CAGC 

I V 0 T I t 

•A CAGC 

I I 

t « 

•A CAM • 



•ACA-A-fi 
0 T 



74 i ..ffi'T 
I V 



•ACA* 



Mil i caacaaaaccoaaaaggacataaccocccattaaaccttaatttcaaioocaaaacc 26*1-2098 

CIMGKCHHOALNIMINCKI 
*U I A 



r* t a 

k 



Mil | ttCAACCCCCQCCCACTCAACCCCGCCCCGTCTCCTQK^ 303 
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